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Onderwerp: Bepaling van Diethylstilbestrol 
in urine m.b.v . Radio- Immuno-Assay RIA 
Verzendlijst : direkteur , sektorchef (3x), direktie VKA , afd. Additieve n 
( 7x) , Projektadminist ra tie, Normalisatie (Humme). 
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Lab. Additieven 1981-10-07 
VERSLAG 81.82 (81 G 9) Pr.nr . 505.0620 
Project: Ont\o7ikkeling methoden voor het aantonen en bepalen van 
hormonen 
Onderwerp: Bepaling van Die thylstilbestrol in urine m.b.v. Radio-
Immuno- Assay RIA 
Doel: 
Onderzoek op aamo1ezigheid van het groe ihormoon Diethylstilbestrol 
(DES) in urinemonst ers van twee proefstieren. 
Samenvatting: 
Door de interdepartementale Stuurgroep Hormonenproblematiek i s een 
project opgezet "Effect van intramusculaire toediening van DES-dipro-
pionaat in het volwassen mannelijk rund: een chemisch- e n histologisch 
onderzoek". 
Ee n tweede doel is het testen van de betrouwbaarheid van analysemetho-
den door middel van vergelijkend onderzoek. Binnen de onder de stuur -
groep vallende EVATH (evalua tie analysetechnieken en verdeling activi-
teiten hormonenonderzoek) werken de volge nde laboratoria aan dit 
onderzoek mee: 
Eerschot Centrum voor Onderzoek (BCO, Breda ), 
Afd. voor Experimentele en Chemische Endocrinologie (KU, Nijmegen ), 
Rijks-Kwaliteitsinstituut voor land- en tuinbouwprodukten (RIKILT, 
\-lageningen), 
Labo r a torium voor Endocrinologie (RIV , Utrecht). 
Voora fgaande aan een hoofdproef met 24 stieren , i s een zg. "Stieren-
voorproef" uitgevoerd met t1o1ee stieren, lolaarbij één stier eenmalig be-
hande ld is met 100 mg DES- dipropionaat en de andere als controle fun-
geerde . 
In dit verslag zijn de RIKILT-resultaten van de bepaling van DES in 
urine d.m . v . Radio-Inununo-Assay vermeld en vergeleken me t die van de 
andere dee lnemende instituten. De monsters zi jn onderzocht zonder 
en met chromatografische voorzuivering . 
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Conclusie: 
1. De uitscheiding van DES in urine geschiedde bij deze proef zeer 
snel. Na 2 dagen trad er een zeer hoog maximum op (gem . 13 75 ng/ml) 
en de gehaltes namen daarna snel af. 
2. De analyseresultaten van de deelnemende laboratoria stemmen onder-
ling goed overeen. 
Verant1-1oordelijk: dr l.J . G. de Ruig ~ 
Medewerker(s)/Samensteller(s): M.C . J. Berghmans, mw W.D.M . Driessen- ) / 
- ~ ?~!(' v. Lankveld , Th.H.G. Polman - \ 
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1. Inleiding: 
Om een inzicht te krijgen in de opname en uitscheiding van 
Diethylstilbestrol door mannelijke runderen en het verschil t.o.v . 
onbehandelden ~o1erd een stier ingespoten met 100 mg DES-
dipropionaat in olie (intramusculaire toediening) . Van beide 
dieren werd gedurende enige ~>leken urine opgevangen, om deze te 
onderzoeken op de aanwezigheid van DES. 
2. Herkwijze: 
De ~o1erk~>lijze voor de RIA zonder gebruik van een voorzuivering is 
weergegeven in schema 1 , die met een kolomchromatografische voor-
zuivering in schema 2. 
Bij al deze bepalingen is gebruik gemaakt van het bij het RIV 
verkregen DES- antilichaam, code 0646/0647 . 
De monsters werden geteld m. b . v . de Philips PH 4700 Liquid Sein-
tillation Counte r . 
2.1 Schema RIA zonder voorzuivering . 
2.2 Schema RIA met voorzuivering . 
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2.1 Schematische weergave van cfe DES- RIA zonder voorzuivering 
HYDROLYSE / EXTRACTIE 
0,1 rol URINE 
0,25 ml ENZYNOPLOSSING 
~---INCUBEREN 1 h 37°C 
~--0, 05 ml 3H- DES 
0,8 ml ETHER 
VORTEXEN 10" 
CENTRIFUGEREN 2- 3000 rpm-4°C~ ~--BEVRIEZEN 
H20 FASE-----~--~ ETHER FASE 
! J 
0,8 ml ETHER DROOGDANPEN 
H20 FASE+BEVRI~ZEN~ETHERFASE J 
DROOGDANPEN 





0 ,35- rnlRIA BUFFER 0 ,45- rnl RIA 
0,1 ml STANDAARDOPLOSSING -----------
~~SERUH 
! 
/INCUBEREN 30 ' - 37°C 
30'-4°C 
BUFFER 







0,2 ml DCAC OPLOSSING 
t 
INCUBEREN 5 ' - 4°C 
J, 
CENrRIFUGEREN 10' - 3000 rpm- 4°C 
AFPIPETTEREN 0,45 rol VOOR 
BOUNDTELLING 
l.\ ,[, 




2.2 Schematische \~eergave van de DES- RIA met kolomchromatografische 
voorzuivering . 
HYDROLYSE/EXTRACTIE 
0,1 ml URINE 
0, 25 J,ml ENZYNOPLOSSING 
INCUBEREN 60'-37°C 
! 
0,05 ml 3H- DES 
0,8 ml ETHER 
VORTEXEN 10''-------
CENTRIFUGEREN 









2' - 3100 rpm-4°C 
SNAP VRIEZEN ----;. ETHER FASE---~! 
KOLONZUIVERING 
1 ml ISO- OCTAAN 
30 ' VORTEXEN 
~ 
KOLOI-t BEVOCHTIGEN 3 ml ISO- OCTAAN 
L 
t-IONSTER OPBRENGEN 
NASPOELEN 1 ml ISO- OCTAAN 
! 
ELUEREN: 4 ml ISOO- ETAC 80/20 
4 ml ISOO- ETAC 60/40 
l 
OPVANGEN 60/40 FRACTIE- INDANPEN 
t 




0,4 ml ETHER 
t 
DROOGDANPEN 
0,1 ml RIA BUFFER 
0,1 ml STANDAARD 
HONSTER 
0,2 ml RIA BUFFER 
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0,05 ml ANTISERUM 
INCUBEREN 30' - 37°C 
30' - 4°C 
O, 1 ml RECOVERYTELLING/ \0,4 ml RESTANT 
- 4 -
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0,1 ml RECOVERYTELLING 0, 4 "1 RESTANT 
0,2 ml DCC 









3. Resultaten : 
3.1 Controle dier (NR . 1) 
Datum RIKILT-nr . RIV-nr. c . DES 
monstername 
ng/ml ng/ml 
14-07 24303 133388 0 , 6 - 0 , 6 0 , 6 
15- 07 24304 133397 < 0,25-< 0,25 < o, 25 
16-07 24305 133424 < 0 , 25-< 0 , 25 < o, 25 
17-07 24306 133442 o, 4 - 0, 4 0, 4 
18- 07 24307 133448 < o, 25-< o, 25 < o, 25 
20-07 24308 133454 < o, 25-< o, 25 < o, 25 
23-07 24309 133485 < 0 , 25-< o, 25 < o, 25 
27-07 24310 133496 < o, 25-< o, 25 < o, 25 
03-08 26183 133533 < o, 25-< o, 25 < o, 25 
10-08 26185 133592 < o, 25-< o, 25 < o, 25 
17-08 26187 133634 < 0 , 25-< 0,25 < 0, 25 
Opmerking : RIA zonder voorzuivering; herhaling met voorzuivering 
niet nodig daar we hierbij al zeer lage concentraties 




3. 2 Behandeld dier (NR. 14) 
Datum RIKILT-nr. RIV-nr . 
monstername 
14-07 24311 133390 
15-07 24312 133399 
16-07 24313 133427 
17-07 24314 133445 
18-07 24315 133451 
20-07 24316 13345 7 
23-07 24317 133487 
27-07 24318 133ll98 
03-08 24319 133535 
10-08 24320 133594 
17-08 24321 133636 
1* = RIA zonder voorzuivering 
2* = RIA met kolomvoorzuivering 
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1* 















2, 7- 2, 9 




c . DES c . DES c . DES 
ng/ml ng/ml ng/ml 
0, 6 0- 0 0 






500- 360 430 
265 
100 100- 140 120 
27- 10 14 
25 
2, 8 2,8-2,0 2,4 
0,7 1,2-2,1 1,2 
<0 ,25 0,25-0,4 0,3 
<0,25 0-0 0 
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3.3 Resultaten stierenvoorproef '-




dd. 1981- 09- 15 dd . 1981- 09- 23 I dd . 1981- 09- 28 
l B/Bo ! ng/ml ng/ml B/Bo! ng/ml iigTnil ! B/Bo ! ng/ml ! ng/ml 1 l I I 
! ! ! I I 118 o I 
1oo ].ll 1 I 70 I o . 6 I I I I I 125 I o I I I I I 0 . 6 I I o . 4 I I 0 I I I I - I I I - I I I -24312 - 200x I 133399 1 18 11000 I I I I I I I 100 lllJ I - I - I I I I I I I I I I I I I I I I 
50 1-l~ I 31 1920 I I 13 1 176o I I 17* 1 152o I 33 840 I I I I 3o I 88o I I I I I no I I 1 1760 I I I 880 I I I 1 - I 1- I I 
24313 - 500x I 133427 1 I I I I I I I I 
100 lllJ I 22 11900 I I I I I I I I I 26 11500 I I I I I I I I I I I I I I I I 
50 lllJ I 40 11600 I I 24 I 185o I I 49 I 125o I 
I 46 1200 I I 53 I 1150 1550 1850 I I 1200 I - I - I I 
24314 - 200x I 133445 1 I I I I I I 
100 lllJ I 21 1800 I I I I I I I I 23 I 72o I I I I I I I I I I I I I I I 50 lllJ I 41 I 6oo I 16 I 132o I I 31 I 880 I I 41 I 6oo I I I I I 36 I 760 
I I I I 680 I I 
11320 I I I 820 1- I I 
I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 
I I I I I I I I I 
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Resultaten Stierenvoorproef 
RIKILT- nr. I H-nr . I RIA zonder kolomzuivering I RIA met kolomzuivering kolomzuivering I 
1 dd. 1981- o9- 1s dd. 1981- 09- 23 1981- 09-28 1 
I ng/ml ï'i'g'7Iiil ng/ml ng/ml ng!m:t 
I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 
2431s-2oo x 1334S1 I I I I I I I I 
1 oo ul I I 44 I 26o I I 23 I 4oo I I 21 I soo I I 
I I 39 I 320 I I I I I 37 I 360 I I I I I I I I I 
so 1.11 I I 68 I 2oo I I I I I I I I 
I I s9 I 280 I I I I I I I I I I I 26s I I I 4oo I I I 43o I I I I I - I I I - I I 1 - I 
24316 - s ll l l 1334s7 I 1s I 120 I I I I I I I I 
I I 1s I 120 I I I I I I I I 
I I I I I I I I I I I 
1 lll I I S8 I 74 I I 24 I 18S I I S3 I 100 I I 
I I ss I 84 I I I I 4s 14o I I 
I I I 1oo I I I 18s I I I 120 I 
I I I - I I 1 - I I 1 - I 
24317 - 10 ll .lJ 133487 I 31 24 I 11 I 3o I I 2s 21 I I 
I I 28 22 I I I I I ss I 10 I I I I I 2S I I I 30 I I I 14 I 
s llJ.1 I 42 28 - I I I - I - I 
I I 49 I 22 I I I I I I I I 
I I ' I I I I I I I 24318 11 33498 28 I 2, 7 16 33 I I 24 I 2,8 I 
1oo lll I 21 2, 9 I I I I 33 I 2, o I I 
I I I I 2,8 I I I 33 ' I I 2,4 I 
I I I I - 1 - ' I - I 
24319 l 133s3s l s9 I o,7 I I o,7o I I s1 1 ,2 I I 
1oo ll l I I 6o I o , 7 I I 46 I I I 32 I 2,1 I I 
I I I I ~ I I I~ I I ~ I 
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Resultaten Stierenvoorproef 
RIKILT- nr . f H- nr. I RIA zonder kolomzuivering I RIA met kolomzuivering I RIA met kolomzuivering I 
I I dd . 1981- 09- 15 I dd. 1981-09- 23 1 dd . 1981- 09- 28 1 
I I B/Bo I ng/ml I ng/ml I B/Bo I ng/ml I ng/îril I B/Bo I ng/ml I ng)fujj I 
I I I I I I I I I I I 
-------- ~ --- -- , -- , -- 1- 1- ~ -- I I 
2432o I 133594 1 85 I <0,25 I I 62 I <0,25 I I 9o I o , 25 I I 
1 o o u~ I 81 I < o , 25 I I I I I 85 I o, 4 I I 
I I I I <0,25 1 I I <0,25 1 I I o,33 I I I I I I I I I I - 1 
24321 I 133636 I 79 o, 27 I I 58 I o, 33 I 11oo I o I I 
1oo u~ I s2 I < o, 25 I I I I I no I o I I 
I I I I < o, 25 I I I o , 33 I I I o I 
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3.4 Vergelijking van resultaten "Stierenvoorproef" van verschillende instituten 
RIKILT- nr. RIV- nr. RIV BCO 
1 2 
24311 133390 0,05 0 
24312 133399 625 820 
24313 133427 1039 1150 
24314 133445 670 730 
24315 133451 287 400 
24316 133457 82 92 
24317 133487 15 13 
24318 133498 2,8 2,1 
24319 133535 0,9 0,7 
24320 13359LI 0,1 0 
24321 133636 0,1 0 
1 = RIA zonder voorzuivering 
2 = RIA met kolomvoorzuivering (Celite- bio Mérieux) 
3 = RIA met papierchromatografische voorzuivering 
4 = RIA zonder voorzuivering (RIV methode) 
5 = RIA met kolomvoorzuivering (Celite- bio Mérieux) 
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KU RIKILT 
3 4 5 
0,07 0,6 0 
1000 920 880 
1800 1550 1200 
885 680 820 
330 265 430 
110 100 120 
18 25 14 
3,6 2,8 2,4 
0,9 0,7 1,2 
< o, 25 0,3 






1. De uitscheiding van DES in urine geschiedde bij deze proef zeer 
snel. Na 2 dagen trad er een zeer hoog maximum; 3 toleken later is 
de DES uitscheiding afgenomen tot + 1 ng/ml. 
Zie 3.5 DES uitscheidingscurve. 
2. De resultaten stemmen goed overeen met die van de andere deelne-
mende instituten (RIV, BCO, KU). 
3. De monsters zijn onderzocht zonder en met chromatografische 
voorzuivering. De resultaten vertonen, op enkele uitzonderingen 
na, geen significante verschillen. Dit betekent dat er bij deze 
urinemonsters geen storende component aam-1ezig was die, wanneer 
er geen chromatografische zuivering toegepast wordt, vals posi-
tieve resultaten geeft . 
4. Gesteld kan twrden dat de Radio-Immuno-Assay voor DES in urine , 
op het RIKILT operationeel is . 
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